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1 EINLEITUNG 
1.1 Massenspektrometrische Methoden in der 
Laboratoriumsmedizin 
 
1.1.1 Laboratoriumsmedizin  
Laboruntersuchungen spielen heute eine Schlüsselrolle in fast allen Gebieten der Medizin. Die In-
vitro-Diagnostik trägt oft zentral zur Diagnosestellung bei, auch im Sinne einer Früherkennung. 
Laboruntersuchungen werden zur Prognostik genutzt wie auch zur Beurteilung des 
Behandlungsverlaufs; dabei sind die Befunde oft essentiell für therapeutische Entscheidungen. Als 
Fach gliedert sich die Laboratoriumsmedizin insbesondere in die Bereiche Klinische Chemie, 
Immunchemie, Endokrinologie, Hämatologie, Hämostaseologie, Therapeutisches Drug Monitoring, 
Mikrobiologie und Transfusionsmedizin. 
Als Querschnittsfach ist die Laboratoriumsmedizin mit fast allen klinischen Bereichen verwoben und 
interdisziplinär in vielfältigste Prozesse eingebunden. Diese reichen von der prä-analytischen Phase 
(mit Indikationsstellung für Untersuchungen, Probengewinnung und -transport) über die eigentliche 
Analytik bis zur post-analytischen Phase in der aus Messwerten individuelle Befunde generiert 
werden, die im klinischen Kontext bewertet werden. 
 
1.1.2 Labormedizinische Untersuchungsverfahren 
In der Laboratoriumsmedizin kommt je nach Zielparameter eine Vielzahl von unterschiedlichen 
Analysetechniken zum Einsatz. Angestrebt wird grundsätzlich ein möglichst hohes Maß an 
analytischer Zuverlässigkeit und Robustheit bei möglichst geringer Beanspruchung von Ressourcen. 
 
1.1.2.1 Standardtechniken – photometrische und immunometrische Methoden 
Bei den photometrischen Methoden handelt es sich um Messverfahren im Wellenlängenbereich des 
ultravioletten und sichtbaren Lichtes, welche seit den 1960er Jahren angewendet werden. Wurden die 
Messungen anfänglich mittels eines klassischen Photometers durchgeführt, stehen heute universell 
einsetzbare Multifunktionsgeräte zur Verfügung (Mehrkanal-Analyzer).  
 
Immunometrische Methoden (bzw. Immunoassays), welche seit den 1980er Jahren in der 
Laboratoriumsmedizin angewendet werden, beruhen auf einer Antigen-Antikörper-Reaktion. Das 
Antigen stellt der Zielanalyt dar, welcher eine definierte chemische Struktur besitzt. Für dieses Antigen 
werden mittels tierbasierten Techniken spezifische Antikörper hergestellt. Bei diesem Messprinzip ist 
es von großer Bedeutung, dass die Bindung des Antigens an den Antikörper in eine messbare Größe 
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umgesetzt wird. Grundsätzlich finden Immunoassays Anwendung, wenn der Analyt nicht über 
stoffspezifische Eigenschaften (Extinktionskoeffizient, enzymatische Aktivität) direkt nachweisbar ist, 
bzw. wenn der Konzentrationsbereich niedrig ist. Innerhalb der immunometrischen Methoden kommen 
sowohl homogene Immunoassays (Immunreaktion findet in homogener Phase statt) als auch 
heterogene Immunoassays (Immunreaktion findet an fester Phase statt) zum Einsatz.  
 
Die Vorteile beider Standardtechniken liegen in der breiten Anwendbarkeit, dem hohen 
Automatisierungsgrad, sowie dem hohen Probendurchsatz und den relativ geringen Kosten pro Test. 
Ein weiterer Vorteil der Immunoassays ist deren hohe Sensitivität.  
Als Nachteile der photometrischen Methoden sind die teils mangelnde Sensitivität zu nennen. 
Immunometrische Methoden können hingegen Limitationen hinsichtlich der geringen Spezifität der 
Antikörper aufweisen, wodurch es zu Kreuzreaktivitäten mit strukturähnlichen Substanzen und somit 
zu einer Verfälschung des Messsignals kommen kann. Des Weiteren wirken sich potentielle 
Chargenvarianzen zwischen den verschiedenen Herstellungschargen der Antikörper nachteilig aus. 
Darüber hinaus sind diese Standardtechniken für viele klinisch interessante Analyte aufgrund von 
fehlenden speziellen Molekülstrukturen bzw. der mangelnden Epitope methodisch nicht anwendbar 
(z.B. Methylmalonsäure als Marker eines Vitamin B12-Mangels, freie Metanephrine im Plasma für die 
Phäochromozytom-Diagnostik).  
 
1.1.2.2 Massenspektrometrische Methoden 
Bei der Massenspektrometrie (MS) handelt es sich im Allgemeinen um ein Verfahren zur Messung der 
Masse von Molekülen. Dieses kann sowohl für die Identifizierung als auch für die Quantifizierung 
eingesetzt werden. Bei den massenspektrometrischen Methoden in der Laboratoriumsmedizin erfolgt 
im Allgemeinen zunächst eine Auftrennung des Stoffgemisches entweder mittels 
Flüssigchromatographie (LC) oder mittels Gaschromatographie (GC). Anschließend findet die 
Detektion mit einem Massenspektrometer statt. Beim grundsätzlichen Prinzip der MS werden die zu 
untersuchenden Analyte in die Gasphase überführt. Daraufhin erfolgt die Ionisierung der Substanzen. 
Die erzeugten Ionen werden durch ein elektrisches Feld beschleunigt und dem Analysator zugeführt. 
Hier werden die Ionen nach dem Verhältnis Masse zu Ladung (m/z) getrennt. Im Anschluss erfolgt die 
Detektion der separierten Ionen mittels eines Ionennachweissystems. 
 
Die Geschichte der MS begann Ende des 19. Jahrhunderts mit einer Entdeckung des deutschen 
Physikers Wilhelm Wien, dass Strahlen von positiv geladenen Teilchen durch ein magnetisches Feld 
abgelenkt werden können. Weitere Experimente des britischen Physikers Joseph Joe Thomson 
Anfang des 20. Jahrhunderts zeigten, dass positiv geladene Ionen, welche ein elektromagnetisches 
Feld passieren, eine Serie von parabolischen Kurvenverläufen zeigen. Hierbei entspricht jeder 
Kurvenverlauf einem Ion mit einem bestimmten Masse-zu-Ladungsverhältnis und ist des Weiteren 
abhängig von dessen Geschwindigkeit (1).      
 
1
  Thomson, J.J. Rays of positive electricity; Proc. Royal. Soc. London. A. 1913;89:1-20 
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Vor ungefähr 50 Jahren fand die MS Einzug in die Laboratoriumsmedizin durch eine Kopplung der GC 
mit der MS. Bei der GC-MS findet zunächst eine Auftrennung des zu untersuchenden volatilen 
Stoffgemisches im Gaszustand mittels eines Gaschromatographen statt. Die Trennung erfolgt dabei 
aufgrund von unterschiedlichen Siedepunkten der Einzelsubstanzen und der unterschiedlichen 
Wechselwirkungen der Substanzen mit der stationären Phase, welche eine Trennsäule von bis zu 60 
m Länge darstellt und durch die die Substanzen mit Hilfe eines inerten Trägergases transportiert 
werden. Nach der Ionisierung der Substanzen z.B. mittels Elektronenstoß-Ionisation, dient ein 
Massenspektrometer zur Identifizierung oder Quantifizierung der Zielanalyte. Die GC-MS findet 
Verwendung für die Analytik von kleinen, flüchtigen Molekülen wie z.B. Fettsäuren und Aminosäuren. 
Des Weiteren ist diese Technik als Referenzmethode in der externen Qualitätssicherung von großer 
Bedeutung und spielt eine große Rolle in der Toxikologie. Die Vorteile der GC-MS umfassen eine 
herausragende Trennleistung, welche durch die vorgeschaltete GC ermöglicht wird und die 
Generierung von eindeutigen Spektren durch das Massenspektrometer, die mit Spektren-Bibliotheken 
verglichen werden können. Die GC-MS weist jedoch einige Limitationen auf: begrenzte Anwendbarkeit 
für die Analytik von Molekülen nichtflüchtiger und polarer Natur, sowie Makromolekülen; umfangreiche 
Probenvorbereitung im Hinblick auf die Analytextraktion und die Derivatisierung, sowie die langen 
Analysenzeiten (2).   
 
Die Entwicklung der Elektrospray-Ionisierung (electro spray ionisation, ESI) unter Atmosphärendruck  
(atmospheric pressure ionisation, API) durch John Fenn in den 1980er Jahren ermöglichte die 
schonende Ionisierung von großen Biomolekülen. Diese stand im Gegensatz zu den bis dahin 
vorherrschenden aggressiven Ionisierungstechniken, wie z.B. der Elektronenstoß-Ionisierung. Die ESI 
erlaubte die Ionisierung von polaren, nicht flüchtigen Molekülen und somit eine Kopplung der 
Flüssigchromatographie (LC) mit der MS (3).  
Bei der LC-MS Analytik in der klinischen Diagnostik ist es unabdingbar, das humane biologische 
Material (Vollblut, Serum, Plasma, Urin, Speichel) vor dessen Analytik im Rahmen einer 
Probenvorbereitung von Proteinen und von möglichst vielen Störkomponenten zu befreien und dabei 
gegebenenfalls den Zielanalyt aufzukonzentrieren. Bei der eigentlichen LC-MS Analytik erfolgt 
zunächst eine chromatographische Trennung der zu untersuchenden Substanzen. Hierbei liegt der 
Fokus vor allem auf der Abtrennung der Zielanalyte von Elektrolyten, welche die Ionisierung 
beeinträchtigen können. Die zu untersuchenden Substanzen werden mittels eines Fließmittels (mobile 
Phase) über eine analytische Säule transportiert. Diese besteht aus einer stationären Phase mit 
bestimmten funktionellen Gruppen, welche sehr variable chemische Eigenschaften aufweisen können. 
Es kommt zu Wechselwirkungen der Zielanalyte mit den funktionellen Gruppen und somit zu einer 
Auftrennung der Analyte. Anschließend wird das von der analytischen Säule kommende Eluat unter 
Atmosphärendruck ionisiert wobei hier neben der ESI auch die chemische Ionisierung unter 
Atmosphärendruck (atmospheric pressure chemical ionisation, APCI) als Ionisierungstechnik 
eingesetzt werden kann.  
 
2
 Want, E.J.; Cravatt, B.F.; Siuzdak, G; The expanding role of mass spectrometry in metabolite profiling 
 and characterization; Chembiochem. 2005;6:1941-51 
3
 Fenn, J.B.; Mann, M.; Meng, C.K; Wong, S.F.; Whitehouse, C.M.; Electrospray ionization for mass 
 spectrometry of large biomolecules; Science. 1989;246:64-71 
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Nach der Ionisierung eignet sich für die Quantifizierung der Ionen im Hochvakuum insbesondere die 
Tandem Massenspektrometrie (MS/MS). In der klinischen Diagnostik sind Triple-Quadrupol 
Massenspektrometer am weitesten verbreitet. Hierbei wird durch die Kopplung von zwei Analysatoren 
(Quadrupolen) die Selektivität und Sensitivität einer Quantifizierungsmethode entscheidend 
verbessert. Zwischen den beiden Quadrupolen befindet sich eine Kollisionszelle, welche in der 
Begrifflichkeit Triple-Quadrupol Massenspektrometer fälschlicherweise ebenfalls als Quadrupol 
bezeichnet wird. Zur Quantifizierung eignet sich der Scan Modus selective reaction monitoring (SRM), 
auch als multi reaction monitoring (MRM) bezeichnet. Hier werden die Ionen mit einem bestimmten 
Masse zu Ladung-Verhältnis (m/z) im ersten Quadrupol selektiert. Anschließend werden die 
selektierten Ionen im zweiten Quadrupol – der Kollisionszelle – mit Hilfe eines Kollisionsgases (z.B. 
Stickstoff oder Argon) fragmentiert wobei sehr spezifische Fragment Ionen entstehen. Im dritten 
Quadrupol erfolgt die Selektion eines definierten Fragment Ions, welches mittels eines 
Ionennachweissystems, meist eines Elektronen-Photomultipliers, detektiert wird (Abbildung 1) (2). 
 
Abbildung 1. Schematischer Aufbau eines Triple-Quadrupol Massenspektrometers 
 
Die LC-MS/MS Technologie ermöglicht die Analytik sowohl von niedermolekularen Analyten, welche 
endogen im Menschen zirkulieren, als auch von Xenobiotika. Bedingt durch die eingeschränkte 
Sensitivität der Massenspektrometer der frühen Generation, war die Analytik auf Substanzen 
begrenzt, welche im Konzentrationsbereich zwischen mmol/L und  µmol/L in humanen biologischen 
Materialien zirkulieren. Inzwischen ist es mit hochempfindlichen Massenspektrometern möglich, selbst 
Analyte im Konzentrationsbereich von pmol/L zu messen. Die LC-MS/MS findet Anwendung im 
Bereich der Arzneistoffanalytik (Therapeutisches Drug Monitoring, TDM), im Rahmen des 
Neugeborenen-Screening auf angeborene Stoffwechselstörungen und auch im Bereich der 
Endokrinologie z.B. für die Analytik von 25-Hydroxyvitamin D und Testosteron.  
In Tabelle 1 sind die Vor- und Nachteile der LC-MS/MS Analytik in der klinischen Routinediagnostik 
gegenübergestellt. Obwohl einige Nachteile nicht von der Hand zu weisen sind – vor allem bezüglich 
der Komplexität der Analysetechnik – setzte sich die LC-MS/MS in der Laboratoriumsmedizin in den 
letzten Jahren immer mehr durch. Vor allem die breite Einsetzbarkeit dieser Technologie, sowie das 
große Potential für vollautomatische Front-End Module sind für die klinische Diagnostik von enormer 
Bedeutung. 
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Tabelle 1. Vor- und Nachteile der LC-MS/MS in der Laboratoriumsmedizin 
 
Vorteile Nachteile 
- Breite Einsetzbarkeit für die Analytik von unterschiedlichsten 
Substanzen (niederer oder hoher molekularer Masse, 
unterschiedlicher Polarität, hoher oder niederer Konzentration) 
aus verschiedensten Matrizes. 
- Möglichkeit einer sehr spezifischen Analytik, da für den Analyten 
ein genau definierter Massenübergang herangezogen wird. Auch 
kann aufgrund dieses Prinzips sehr hohe Sensitivität erreicht 
werden. 
- Option der simultanen Quantifizierung von vielen verschiedenen 
Analyten innerhalb eines Analysenlaufs, das für ein Metabolite-
Profiling eingesetzt werden kann – z.B. im Hinblick auf Vitamin D. 
- Verwendung von stabilisotopen-markierten internen Standards 
ermöglicht die Kompensation von nahezu allen Matrix-Effekten. 
- Möglichkeit einer eigenständigen und flexiblen 
Methodenentwicklung, wobei die Methoden aufgrund verfügbarer 
Referenzmaterialien und Referenzmethoden ein hohes Maß an 
Standardisierung aufweisen können. 
- LC-MS/MS Methodenentwicklung deutlich kostengünstiger, im 
Vergleich zur Immunoassay-Technologie; diese erfordert 
kostspielige Entwicklung von analytischen Antikörpern, welche 
chargenabhängige Varianzen im Hinblick auf die Spezifität 
aufweisen können. 
- Im Vergleich zur GC-MS wesentlich weniger aufwändige 
Probenvorbereitung und deutlich kürzere Analysenlaufzeiten  
- Bezüglich Automatisierung bietet die LC-MS/MS im Vergleich zur 
GC-MS großes Potential für vollautomatische Front-End Module; 
diese sind für eine erleichterte Bedienbarkeit und Robustheit der 
Technologie von großer Bedeutung. 
- Methodenentwicklung und -implementierung sehr analytspezifisch 
und nur durch LC-MS/MS Applikationsspezialisten durchführbar. 
- Praktische Routineanwendung der LC-MS/MS Technik erfordert 
sehr gut ausgebildetes Personal aufgrund komplexer und nicht 
standardisierter Hard- und Software. 
- LC-MS/MS Analytik umfasst sehr viele manuelle Arbeitsschritte, 
welche eine sehr hohe Fehlerquote aufweisen können. 
- LC-MS/MS Analytik erfordert fast bei allen Methoden eine 
Probenvorbereitung um Matrixeffekte zu minimieren oder den 
Analyt aufzukonzentrieren. 
- Für Wartung und Reparatur der LC-MS/MS Technologie meist zu 
wenige gut qualifizierte Techniker verfügbar. 
- Eingeschränkte kommerzielle Verfügbarkeit von internen 
Standard-Substanzen für verschiedene Zielanalyte mit potentieller 
Relevanz für die klinische Diagnostik mittels LC-MS/MS. 
- Wie bei allen anderen zur Verfügung stehenden 
Untersuchungsverfahren ist die Verfügbarkeit von 
Referenzmethoden, Referenzmaterialien und externer 
Ringversuche nicht für alle relevanten Zielanalyte gegeben. 
- Im Gegensatz zu vollautomatischen Standard-Immunoanalyzern 
wurde die vollständige Automatisierung bisher nicht realisiert. 
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Die übergeordnete Aufgabe des Promotionsprojekts war es die Anwendungsmöglichkeiten der LC-
MS/MS Analytik zu beleuchten und deren Handhabbarkeit zu verbessern. Hierzu wurde in 
Teilprojekten zum einen eine LC-MS/MS Methode für die sehr sensitive Messung eines 
vorgeschlagenen Biomarkers entwickelt. Zum anderen wurde eine LC-MS/MS Methode entwickelt, die 
auf einer innovativen Probenvorbereitungstechnik basiert. Es wurde überprüft inwieweit diese Technik 
eine vollautomatische LC-MS/MS Analytik ermöglicht und somit die Handhabbarkeit der LC-MS/MS 
Analytik verbessert. 
 
 
1.2 Publikationen der Teilprojekte 
 
1.2.1 Baecher, S.; Kroiss, M.; Fassnacht, M.; Vogeser, M.  
No endogenous ouabain is detectable in human plasma by ultra-
sensitive UPLC-MS/MS 
Clin. Chim. Acta. 2014;431:87-92 
 
Die aktuelle Generation von Massenspektrometern ermöglicht mit einer herausragenden Sensitivität 
die Analytik von endogenen Steroidhormonen und Biomarkern, welche in Konzentrationsbereichen 
von pmol/L – nmol/L im Menschen zirkulieren (z.B. Androstendion, 17-Hydroxyprogesteron, freie 
Metanephrine im Plasma). Als ein möglicher potentieller Biomarker wird Ouabain (Synonym G-
Strophanthin) diskutiert – ein Analyt, der neben Digitoxin und Digoxin zur Gruppe der Herzglykoside 
gehört. Es ist bekannt, dass an der Natrium-Kalium-ATPase des Menschen eine spezifische 
Bindungsstelle für Herzglykoside existiert. Dies gab Anfang der 1990er den Anstoß, endogene 
kardiotone Steroide zu isolieren. In verschiedenen klinischen Studien deuteten immunometrische 
Ergebnisse darauf hin, dass ein sog. endogenes Ouabain im Menschen synthetisiert wird. Die 
körpereigene Synthese von Ouabain sollte dabei durch körperliche Aktivität und Bluthochdruck 
hervorgerufen werden und mit der Schwere von bestimmten Erkrankungen wie z.B. dem 
Nierenversagen und der Herzinsuffizienz korrelieren. Die gemessenen Konzentrationen des 
vorgeschlagenen endogenen Ouabains in gesunden Probanden lagen im Bereich von 60 – 530 
pmol/L. Es ist hervorzuheben, dass es sich bei den herangezogenen Immunoassays um nicht 
standardisierte „in-house assays“ handelte. Ein bis in die frühen 1990er Jahre kommerziell 
verfügbarer Immunoassay ist seitdem  nicht mehr erhältlich.   
Das Ziel dieses Teilprojekts der Promotionsarbeit war die Entwicklung einer spezifischen und 
zuverlässigen LC-MS/MS Methode für die Messung von Ouabain, einem potentiell kardiovaskulären 
Biomarker, in humanem Plasma. Die entwickelte Ultra Performances Liquid Chromatography (UPLC) 
Tandem Massenspektrometrie (MS/MS) Methode umfasste einen stabil-isotop markierten Internen 
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Standard um Matrixeffekte zu kompensieren. Um die Sensitivität der Methode zu erhöhen wurde als 
Probenvorbereitung eine Festphasenextraktion durchgeführt. Diese spezifische und sensitive UPLC-
MS/MS Methode wurde umfassend validiert und wies ein unteres Quantifizierungslimit (lower limit of 
quantification, LLOQ) von 1.7 pmol/L auf. Trotz dieses extrem niedrigen LLOQ konnte der Analyt in 
keiner Patientenprobe detektiert werden.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen eindeutig darauf hin, dass die Immunoassays, welche in der 
Vergangenheit zur Quantifizierung des vermeintlichen Ouabains herangezogen wurden, Substanzen 
detektierten, die mit Ouabain strukturell nicht identisch sind. Es liegt nahe, dass diese Diskrepanzen 
zwischen der immunologischen und der massenspektrometrischen Analytik durch Kreuzreaktivitäten 
von endogenen, strukturell mit Ouabain verwandten Substanzen verursacht wurden.  
Mit unserer Arbeit wurde die bisherige Literatur über das endogene Ouabain widerlegt. Dabei ist zu 
betonen, dass die Isolierung, Identifizierung und Charakterisierung des endogenen Ouabains von 
einer einzigen Forschergruppe durchgeführt wurde. Auch die bisher in der Literatur verwendeten „in-
house assays“ zur Quantifizierung des endogenen Ouabains basieren auf einem Immunoassay dieser 
Forschergruppe.  
Die hochspezifische Technik hat einen neuen Weg für die Forschung auf diesem Feld gewiesen. Um 
den hoch interessanten potentiellen Biomarker – eine mögliche endogene kardiotone Substanz – zu 
identifizieren erfordert es spezielle Technologien. Für das „Non-Targeted Screening“ eignet sich dabei 
besonders die hochauflösende MS. Auch eine Analyt-Extraktion bzw. -Anreicherung mittels 
immobilisierter Natrium-Kalium-ATPase im Rahmen der Probenvorbereitung könnte für die Analytik 
von Nutzen sein.     
 
 
1.2.2 Baecher, S.; Geyer, R.; Lehmann, C.; Vogeser, M.  
Absorptive chemistry based extraction for LC-MS/MS analysis of 
small molecule analytes from biological fluids – an application for 
25-hydroxyvitamin D 
Clin. Chem. Lab. Med. 2014;52:363-71 
 
Wie schon im allgemeinen Teil angesprochen, ist es für die LC-MS/MS Analytik von humanen 
biologischen Materialien unabdingbar, eine Probenvorbereitung durchzuführen. Hierfür kommen vor 
allem die Proteinfällung, Flüssig-Flüssig-Extraktion (liquid liquid extraction, LLE), 
Festphasenextraktion (solid phase extraction, SPE), und die On-line SPE zum Einsatz. Die Wahl der 
Extraktionstechnik ist abhängig von der Art und dem Konzentrationsbereich des zu messenden 
Analyten, sowie deren Eignung für einen hohen Probendurchsatz, welcher für die Routineanalytik von 
großer Bedeutung ist. Diese bisher zur Verfügung stehenden Techniken sind für die 
Komplettautomatisierung der Probenvorbereitung bzw. der LC-MS/MS Analytik nur bedingt oder gar 
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nicht geeignet. Um die LC-MS/MS in der klinischen Routinediagnostik weiter zu etablieren, ist eine 
Komplettautomatisierung von herausragender Bedeutung.  
Eine innovative Technik stellt ein gelartiges Polymermaterial dar, welches in Wells einer 
Mikrotiterplatte (96-well plate) immobilisiert ist und definierte chemische Absorptionseigenschaften 
besitzt. Diese Technologie wird Tecan Immobilized Coating Extraction™ (TICE™) genannt und 
ermöglicht eine einfache Automatisierung auf sog. Liquid-Handling Systemen (Pipettierautomaten). 
Auf diesem Prinzip beruht die Tecan AC Extraction Plate™. Ziel dieses Teilprojekts der 
Promotionsarbeit war es in Kooperation mit Tecan eine vollständig automatisierte LC-MS/MS Methode 
zu entwickeln welche die Tecan AC Extraction Plate™ zur Analytextraktion heranzieht und des 
Weiteren deren Performance und Handhabbarkeit zu testen. Hierfür wurde 25-Hydroxyvitamin D als 
Beispielanalyt herangezogen, da diesem weltweit über die letzten Jahre ein immer größer werdendes 
Interesse zukommt (4). Ein auf TICE™ basierendes Protokoll für die Extraktion von 25-Hydroxyvitamin 
D aus Serum wurde in Kooperation mit Tecan entwickelt und auf einem Tecan Freedom EVO® 
Pipettierautomaten implementiert. Für die Quantifizierung wurde eine UPLC-MS/MS Methode 
verwendet, die auf dem Prinzip der stabil-isotop markierten Internen Standardisierung beruht. Die 
Performance der Methode wurde mittels eines umfassenden Protokolls geprüft und zeigte sehr gute 
Ergebnisse hinsichtlich Richtigkeit, Präzision, Linearität, Wiederfindung und Matrixeffekt. Des 
Weiteren wurde ein enorm hoher Probendurchsatz erreicht, indem 96 Proben in weniger als 60 
Minuten prozessiert wurden. Außerdem wurde die Methode mit einer zweiten Tandem 
Massenspektrometrie Methode verglichen, in welcher eine konventionelle  Probenvorbereitung 
verwendet wurde – eine Kombination aus Proteinfällung mit einer zweidimensionalen UPLC. Aus 
diesem Methodenvergleich resultierte eine sehr gute Übereinstimmung. 
In diesem Teilprojekt konnte mittels TICE™ eine vollständig automatisierte LC-MS/MS Analytik von 
25-Hydroxyvitamin D in Serum umgesetzt werden. Dies ist ein großer Schritt um die LC-MS/MS 
Analytik in der klinischen Routinediagnostik weiter zu etablieren.     
 
 
1.3 Zusammenfassung / Conclusion 
 
Im Rahmen der Promotionsarbeit wurden in Teilprojekten die Anwendungsmöglichkeiten der LC-
MS/MS Analytik beleuchtet und dessen Handhabbarkeit für die klinische Routinediagnostik 
verbessert. Hierzu wurde zum einen eine LC-MS/MS Methode für die sehr sensitive Messung eines 
potentiellen Biomarkers entwickelt. Zum anderen wurde ein Extraktionsprotokoll für eine innovative 
Probenvorbereitungstechnik entwickelt und diese Technik auf deren Eignung zur Umsetzung einer 
vollständig automatisierten LC-MS/MS Methode getestet. 
Im ersten Teilprojekt konnte gezeigt werden, dass mit den gegenwärtig verfügbaren Hochleistungs-
LC-MS/MS Apparaturen eine Quantifizierung von niedermolekularen Substanzen aus Plasma bis zu 
einer Konzentration im niedrigen pmol/L-Bereich möglich ist. Des Weiteren wurde mit den 
 
4
 Van den Ouweland, J.M.W.; Vogeser, M.; Bächer, S. Vitamin D and metabolites measurement by tandem 
 mass spectrometry. Rev. Endocr. Metab. Disord. 2013;14:159-84 
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Ergebnissen dieser Arbeit die bisher veröffentlichte Literatur über das endogene Ouabain widerlegt. 
Weitere Forschungsarbeit ist notwendig um den hoch interessanten potentiellen Biomarker – eine 
mögliche endogene kardiotone Substanz – zu identifizieren.  
In einem zweiten Teilprojekt wurde mittels der innovativen Probenvorbereitungstechnologie TICE™ 
eine vollständig automatisierte LC-MS/MS Analytik von 25-Hydroxyvitamin D in Serum ermöglicht. Im 
Rahmen weiterer Experimente sollte getestet werden, inwiefern sich TICE™ für andere unpolare 
Analyte, wie z.B. Serum-Steroide eignet. Außerdem wäre die Entwicklung eines Extraktionsmaterials, 
welches sich für die chemische Absorption von polaren Analyten eignet, von großem Interesse. Das 
hier dargestellte Prinzip birgt großes Potential eine vollautomatisierte LC-MS/MS Analytik in der 
Routinediagnostik zu etablieren.    
Beide Teilprojekte weisen neue Wege für Anwendungen der LC-MS/MS in der medizinischen 
Diagnostik. Zum einen hinsichtlich der hohen Sensitivität und Spezifität – obwohl diese zum Teil auch 
zum Umdenken zwingt. Umdenken beispielsweise im Sinne der Nachweisbarkeit von endogenem 
Ouabain, respektive der Fehldeutung einer existierenden strukturähnlichen Substanz. Zum anderen 
hinsichtlich der Potentiale von Automationskonzepten.  
 
 
Within the scope of this Ph.D. thesis, the application possibilities of LC-MS/MS analysis were 
investigated and its handling for clinical routine diagnostic was improved in different projects. For this 
purpose a LC-MS/MS method for an ultra-sensitive analysis of a potential biomarker was developed in 
a first project. In a second project, an extraction protocol for an innovative sample preparation 
technique was developed and the performance of this technique was tested concerning its suitability 
for implementation of a fully automated LC-MS/MS method.  
The first project showed that the currently available high-performance LC-MS/MS equipment allows a 
quantification of low molecule analytes in plasma up to a low pmol/L concentration range. Moreover, 
the results of this study refuted the hitherto published literature about the so called endogenous 
ouabain. Further research is necessary to identify the highly interesting potential biomarker – an 
endogenous cardiotonic steroid.  
Within the second project a fully automated LC-MS/MS analysis of 25-hydroxyvitamin D in serum was 
realized using the innovative sample preparation technique TICE™. An ongoing investigation is 
addressing the applicability of TICE™ for further lipophilic analytes such as serum steroids. 
Furthermore, the development of an extraction material for the chemical absorption of polar analytes 
would be of great interest. With this project a fully automated LC-MS/MS front-end module for the 
clinical diagnostic has been accomplished. 
Both projects guide new ways for applications of LC-MS/MS in medical diagnostic. On the one hand, 
concerning the high sensitivity and specificity – although this partly forces rethinking. Rethinking for 
example in terms of the detectability of endogenous ouabain, and of the misinterpretation of an 
existent structural similar substance, respectively. On the other hand concerning potentials of 
automation concepts. 
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